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<§) Antisense Oligodesoxynukleotide (ODN) gegen Proteinkinase C (PKC)-lsoformen, ihre Verwendung und 
pharmazeutische Zubereitungen dieser ODN 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft spezifische Antisense Oligodesox- 
ynukleotide (ODN) gegen Proteinkinase C (PKQ-Isofor- 
men zur Behebung und/oder Vermeidung von endothelialen 
Barrierendysfunktionen, insbesondere betrifft es Antisense 
Oligodesoxynukleotide, die gegen die 3' untranslatierte Re- 
gion des PKC alpha-, delta-, epsilon- und zeta-Isoforrn ge- 
richtet sind. Gegenstand der Erfindung sind fernerhin die 
Verwendung dieser Antisense Oligodesoxynukleotide sowie 
pharmazeutische Zubereitungen, die diese Antisense Oligo- 
desoxynukleotide enthalten. 

Es ist bekannt, daB die Aktivierung des PKC-Sy stems 
durch Hyperglykamie eine wichtige Ursache sein kann, 
durch welche ungiinstige Effekte bei Diabetes Erkrankun- 
gen initiiert werden (deRubertis FR und Craven PA Activa- 
tion of protein kinase C in glomerular cells in diabetes. Me- 
chanism and potential links to the pathogenesis of diabetic 
glomerulopathy. Diabetes 1994; 43: 1-8). Daruber hinaus 
ist beschrieben, daB eine PKC Aktivierung in endothelialen 
Zellen zu einer Verminderung in der endothelialen Zell- 
durchlassigkeit fuhrt 

PKC ist kein einzelnes Enzym, sondern es besteht aus 
verschiedenen eindeutigen Isoformen, welche unterschiedli- 
che enzymatische Eigenschaften und Funktionen haben 
(Weinstein IB. The roles of specific isoforrns of protein ki- 
nase C in groth control and human colon cancer. Princess 
Takamatsu Symp 1991; 22: 277-83). 

Die bekannten Isoformen sind in drei groBe Familien in 
Abhangigkeit von ihren reguiatorischen Eigenschaften ein- 
geteilt Die Isoformen der Gruppe I (a, pi, fill, y) sind fur 
ihre Aktivierung von Calcium und DAG (1,2-Diacyl-sn- gly- 
cerol) abhangig. Gruppe II (5-, e-, 8- Isoformen) werden ein- 
zig und allein aktiviert durch DAG, wahrend die Funktion 
der Isoformen der Gruppe III und X) unabhangig von Cal- 
ciumionen oder DAG fur eine Aktivierung sind (Haller H, 
Lindschau C, Luft FC, Role of protein kinase C in intracel- 
lular signaling. Ann NY Acad. Sci 1994; 733: 313-324). 

Unklar ist jedoch, welche der PKC-Isoformen durch hohe 
Glukosekonzentrationen aktiviert werden und welche fur 
die Obermittlung der zellularen Effekte der Hyperglykamie 
verantwortlich sind. Die Mechanismen der verrninderten en- 
dothelialen ZeUdiirchlassigkeit sind unklar. 

Der Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, diese Mecha- 
nismen aufzuklaren und und Substanzen fur eine Therapie 
und/oder Prophylaxe zu finden. 

Es wurde nunmehr gefunden, daB hohe extrazellulare 
Glukosekonzentrationen zu einer rapiden dosis-unabhangi- 
gen Verminderung in der endothelialen Zelldurchlassigkeit 
iiber eindeutig zuordenbare PKC-Isoformen fuhren. So han- 
delt sich uberraschend um die Isoformen a und e, die eine 
Translocation durch hohe Glukosekonzentrationen erfahren. 
Der Effekt wurde durch Aktivierung von Proteinkinase C in 
endothelialen Zellen vermittelt Es wurden PKC-Isoformen 
a, 5, e, £ und 8 aus Aorta-Endothelialzellen des Schweins 
identifiziert AuBerdem wurde festgestellt, daB sich der 
Phorbolester TPA (12-0-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat), 
der als Aktivator von PKC bekannt ist und als "Himor-Pro- 
motor" bezeichnet wird, weil er den Effekt von geringen 
Konzentrationen karzinogener Verbindungen erhoht, ahn- 
lich dem Effekt der Glukose verhalt und eine Verminderung 
der Durchlassigkeit bewirkt 

GemaB der Erfindung konnten nun Antisense Oligode- 
soxynukleotide (ODN) gegen PKC a bereitgestellt werden, 
die eine Expression der Isoform reduzieren, den Effekt der 
Glukose, narnlich endotheliale Barrierendysfunktionen, 
vollstandig beseitigen und den TPA-Effekt signifikant ver- 
ringern. 
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Es handelt sich um Antisense ODN, die gegen die 3' un- 
translatierte Region des PKC alpha- Isoform gerichtet sind. 

Bevorzugt handelt es sich um die Antisense ODN mit den 
folgenden Sequenzen (5-3'), die als Phosphorothioat kondi- 
5 tioniert vorliegen: 

a) CM-pan333a TCg CAg AAg gTg ggg (GroBe 
15mer) 

Zielsequenz: regulatorische Domane (Position 333 
io HSPKCA) 

b) CM-pan 1502a ATC TCT ggg gCg ATA TAA TCT 
ggA g (25mer) 

Zielsequenz: enzymatische Domane (Position 1502 
HSPKCA1) 

15 c) CM-pan343a TgC gAT CAC TgT ggg TCA gTG 
CTC T (25mer) 

Zielsequenz: enzymatische Domane (Position 343 
HSPKCA1) 

d) ISIS 3527 gAg ACC CTg AAC AgT TgA TC 
20 (20mer) 

Zielsequenz: 3-untranslatierter Abschnitt 

e) ISIS 3521 gTT CTC gCT ggT gAg TH CA (20mer) 
Zielsequenz: 3-untranslatierter Abschnitt 

f) ISIS 3522 AM ACg TCA gCC ATg gTC CC 
25 (20mer) 

Zielsequenz: ATG-Start-Codon 

g) MA-PKCA001 gTC AgC CAT ggT CCC (15mer) 
Zielsequenz: ATG-Start-Codon. 

30 Diese Antisense ODN werden gemaB der Erfindung be- 
vorzugt zur Verhinderung und/oder Vermeidung endothelia- 
ler Barrierendysfunktionen, vorzugsweise gegen durch hohe 
Glukosekonzentrationen induzierte Verrninderungen der en- 
dothelialen Zelldurchlassigkeit, eingesetzt. Damit sind sie 

35 insbesondere zur Therapie und/oder Prophylaxe von Organ- 
schaden durch Hyperglykamie, z. B. bei Diabetes mellitus 
geeignet 

Daruber hinaus betrifft die Erfindung weitere Antisense 
ODN, so z. B. solche, die gegen die 3' untranslatierte Region 
40 des PKC, delta-, epsilon- und zeta-Isoform gerichtet sind. 

Ein erfindungsgemaBes Antisense ODN gegen PKC-deita 
weist die Sequenz 

Tgg Agg ACg Tgg AH gCA AAC AgT C auf. 
(CM-PKCD365-GroBe 25mer). 
45 Ein bevorzugtes Antisense ODN gegen die PKC epsilon- 
Isoform hat die Sequenz 
gCC ATT gAA CAC TAC CAT. 

(CM-PKC-E, GroBe 18mer, Zielsequenz: ATG-Start-Co- 
don). 

50 ErfindungsgemaBe Antisense ODN gegen PKC zeta-Iso- 
form sind gekennzeichnet durch die folgenden Sequenzen: 

a) CM-PKCZ1756 gTc CAC gAC AgA gAC gCA 
CgC ggC C (25mer) 

55 Zielsequenz: 3UTR (Position 1756) 

b) CM-PKCZ595 gTA AgC AAT TCC ATC TgT CTC 
CTC g (25mer) 

Zielsequenz: V3-Domane (Position 595) 

c) CM-PKCZ1954 gCA CAG CAg CAA gTT CCT 
60 CCA gCA C (25mer) 

Zielsequenz: 3 *-UTR (Position 1954) 

d) CM-PKCZ001 gCC gCT CCC TTC CAT (15mer) 
Zielsequenz: Position 1-15 HSPKCZ. 

65 Alle Antisense ODN liegen Phosphorothioat- konditio- 
niert vor. 

Die erfindungsgemaBen Antisense Oligodesoxynukleo- 
tide gegen die PKC alpha-, delta-, epsilon- und zeta-Isoform 
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sind hervorragend gegen durch TPA induzierte Verminde- 
rungen der endothelialen Zelldurchlassigkeit geeignet, ins- 
besondere sind die Antisense ODN gegen die PKC alpha- 
und epsilon-Isoform geeignet. 

GemaB der Erfindung werden sie zur Beeinflussung der 
Tumorangiogenese, insbesondere zur Inhibierung von Tu- 
morwachstum verwendet. 

Die Erfindung betrifft auch pharmazeutische Zubereitun- 
gen, die ein oder mehrere Antisense Oligodesoxynukleotide 
umfassen und gegebenenfalls mit an sich iiblichen Hilfs-, 
Trager- und Zusatzstoffen formuliert sind. 

Patentanspriiche 

1. Spezifische Antisense Oligodesoxynukleotide 
(ODN) gegen Proteinkinase C (PKQ-Isoformen. 

2. Antisense Oligodesoxynukleotide nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie gegen die 3' untrans- 
latierte Region der PKC alpha-Isoform gerichtet sind. 

3. Antisense Oligodesoxynukleotide nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie die Sequenzen 

TCg CAg AAg gTg ggg, 
ATC TCT ggg gCg ATA TAA TCT ggA G, 
TgC gAT CAC TgT ggg TCA gTg CTC T, 
gAg ACC CTg AAC AgT TgA TC, 
gTT CTC gCT ggT gAg TTT CA, 
AAA ACg TCA gCC ATg gTC CC oder 
gTC AgC CAT ggT CCC aufweisen. 

4. Antisense Oligodesoxynukleotide nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie gegen die 3* untrans- 
latierte Region des PKC delta-Isoform gerichtet sind. 

5. Antisense Oligodesoxynukleotide nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie die Sequenz 

Tgg Agg ACg Tgg ATT gCA AAC AgT C aufweisen. 

6. Antisense Oligodesoxynukleotide nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie gegen die 3' untrans- 
latierte Region des PKC epsilon-Isoform gerichtet 
sind. 

7. Antisense Oligodesoxynukleotide nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie die Sequenz 

gCC ATT gAA CAC TAC CAT aufweisen. 

8. Antisense Oligodesoxynukleotide nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie gegen die 3' untrans- 
latierte Region des PKC zeta-Isoform gerichtet sind. 

9. Antisense Oligodesoxynukleotide nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie die Sequenzen 

gTc CAC gAC AgA gAC gCA CgC ggC C 
gTA AgC AAT TCC ATC TgT CTC CTC g 
gCA CAG CAg CAA gTT CCT CCA gCA C 
gCC gCT CCC TTC CAT aufweisen. 

10. Verwendung von Antisense Oligodesoxynukleoti- 
den nach einem der Anspruche 1 bis 3, zur Vermeidung 
und/oder Behebung von endothelialen Barrierendys- 
funktionen vorzugsweise gegen durch hohe Glukose- 
konzentrationen induzierte Verminderungen der endo- 
thelialen Zelidurchlassigkeit 

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie zur Therapie und/oder Prophylaxe 
von Organschaden durch Hyperglykamie, z. B. bei 
Diabetes mellitus, eingesetzt werden. 

12. Verwendung von Antisense Oligodesoxynukleoti- 
den nach einem der Anspruche 1 bis 9 gegen durch 
TPA induzierte endotheliaie Barrierendysfunktionen. 

13. Verwendung von Antisense Oligodesoxynukleoti- 
den nach einem der Anspruche 1 bis 9 zur Beeinflus- 
sung der Tumorangiogenese, insbesondere zur Inhibie- 
rung von Tumorwachstum. 

14. Pharmazeutische Zubereitungen umfassend ein 



oder mehrere Antisense Oligodesoxynukleotide nach 
einem der Anspruche 1 bis 9, gegebenenfalls mit an 
sich iiblichen Hilfs-, Trager- und Zusatzstoffen. 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



t 



- Leerseite - 



